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DESCRIPCION

Modulacion de inmunogenicidad antigénica mediante la adicion de epitopos reconocidos por linfocitos T citoliticos
naturales

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a péptidos o polipéptidos con capacidad para reclutar y activar linfocitos T citoliticos
naturales y a su uso en el tratamiento de infecciones con tumores u organismos intracelulares, y la prevencion de
enfermedades mediante estrategias de vacunacion.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades infecciosas cronicas debidas a patdgenos intracelulares son dificiles de tratar porque las células
infectadas reducen la expresién en superficie de varias moléculas que permitirian normalmente que el sistema
inmunitario reconozca especificamente dichas células infectadas. Ejemplos son infecciones por micobacterias en las
que las células infectadas inhiben la expresion de moléculas de los complejos mayores de histocompatibilidad
(CMH) impidiendo de ese modo el reconocimiento por linfocitos T del linaje CD8 (mediante reconocimiento de CMH
de clase ) y por linfocitos del linaje CD4 (mediante reconocimiento de CMH de clase Il). De hecho, muchas bacterias
y virus tienen métodos elaborados para escapar al reconocimiento de células infectadas.

En cierta medida, los mismos mecanismos permiten que los tumores escapen a la deteccion. Unos pocos de tales
tumores expresan determinantes de CMH de clase Il al menos en condiciones inflamatorias. Algunos experimentos
recientes han mostrado que incluso cuando se aumento el reconocimiento de CD8 de péptidos derivados de tumor
presentados en CMH de clase |, por ejemplo, mediante vacunacién, el efecto global sobre el crecimiento tumoral
sigue siendo limitado.

Tanto en la infeccién crénica con patégenos intracelulares como en tumores, existe la necesidad urgente de nuevos
métodos elaborados mediante los que se reconocieran y eliminaran células infectadas o tumorales, respectivamente.

La vacunacion para enfermedades infecciosas es practica habitual. Aunque, en un nimero significativo de estados,
la eficacia de la vacunacion estad limitada por la induccién preferente de anticuerpos especificos frente a los
patégenos y escasa o ninguna estimulacion de células inmunitarias que reconocerian las células infectadas. Por
tanto, la prevencién de enfermedades virales y bacterianas mediante vacunacion es a menudo de eficacia limitada.
Se encuentran ejemplos en la eficacia de varias vacunas para enfermedades virales, tales como virus influenza,
rotavirus o incluso poliovirus al menos en algunas zonas del mundo. En algunos casos, los antigenos considerados
para la vacunacion son inmunogenos débiles y, debido a la gran diversidad de determinantes de CMH, se observa
una variacion significativa en la eficacia de un sujeto a otro.

La vacunaciéon para enfermedades alérgicas también presenta limitaciones relacionadas o bien con la débil
inmunogenicidad de alérgenos o bien a la falta de control de riesgos relacionados con la administracién de un
alérgeno a un sujeto que es propenso a reaccionar con sintomas alérgicos.

En ambas vacunaciones frente a agentes infecciosos y frente a alérgenos existe la necesidad de métodos mas
eficientes y mas seguros.

Los linfocitos T citoliticos naturales (NKT) constituyen un linaje diferenciado de linfocitos T no convencionales que
reconocen antigenos presentados por la molécula CD1d de complejo CMH de tipo no clasico. Actualmente se
describen dos subconjuntos de linfocitos T citoliticos naturales. Los linfocitos T citoliticos naturales de tipo 1, también
denominados linfocitos T citoliticos naturales invariantes (iNKT), son los mas abundantes. Se caracterizan por la
presencia de un receptor de célula T alfa-beta (TCR) compuesto por una cadena alfa invariante, Valfai4 en el ratén
y Valfa24 en seres humanos. Esta cadena alfa se asocia con un nimero variable aunque limitado de cadenas beta.
Los linfocitos T citoliticos naturales de tipo 2 tiene un TCR alfa-beta pero con una cadena alfa polimoérfica. Sin
embargo, resulta evidente que existen otros subconjuntos de linfocitos T citoliticos naturales, cuyo fenotipo esta
todavia definido de manera incompleta, pero que comparten las caracteristicas de activarse por glicolipidos
presentados en el contexto de la molécula CD1d.

Los linfocitos T citoliticos naturales expresan normalmente una combinacién de receptor de linfocito citolitico natural
(NK), incluyendo NKG2D y NK1.1. Los linfocitos T citoliticos naturales forman parte del sistema inmunitario innato,
que puede distinguirse del sistema inmunitario adaptativo por el hecho de que no requieren expansién antes de
adquirir una capacidad efectora completa. La activacion de linfocitos T citoliticos naturales da como resultado
diversos efectos. Tales células liberan mediadores formados previamente, incluyendo una gran serie de citocinas
(incluyendo IL-4, IFN-gamma, IL-21 e IFN-alfa) que proporcionan ayuda a las células B para la producciéon de
anticuerpos y se ha sugerido que la liberacién de citocinas también podria influir en las células T CD4+ (Burrows et
al Nature Immunology 2009, 10: 669-671). En el contexto de la presente invencion, serian beneficiosas la activacién
de células By la activacion de células T CD4+ restringida por complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase
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La unidad de reconocimiento para linfocitos T citoliticos naturales, la molécula CD1d, tiene una estructura que se
asemeja estrechamente a la de la molécula de CMH de clase |, incluyendo la presencia de beta-2-microglobulina. Se
caracteriza por una profunda hendidura bordeada por dos cadenas alfa y que contienen residuos altamente
hidréfobos, que acepta cadenas lipidicas. La hendidura esta abierta en ambos extremos, permitiendo que alberguen
cadenas mas largas. El ligando candnico para CD1d es la alfa-galactosilceramida sintética (alfa-GalCer). Sin
embargo, se han descrito muchos ligandos naturales alternativos, incluyendo glico y fosfolipidos, el lipido natural
sulfatido que se encuentra en la mielina, el fosfoinositol microbiano mandsido y alfa-glucuronosilceramida. El
consenso actual (véanse revisiones, tales como Matsuda et al, Current Opinion in Immunology 2008, 20:358-
368 y Godfrey et al, Nature reviews Immunology 2010, 11: 197-206) es que CD1d se une Unicamente a ligandos que
contienen cadenas lipidicas, o en general una estructura comin compuesta por una cola lipidica que esta enterrada
en CD1d y un grupo de cabeza de residuo polar que sobresale de CD1d.

No se considera que los péptidos puedan activar linfocitos T citoliticos naturales a través de presentacion por CD1d.
Sin embargo, se sugiri6 que péptidos hidréfobos largos que contienen residuos de aminodacido voluminosos que
podrian unirse a CD1d (Castano et al, Science 1995, 269: 223-226). Las observaciones llevadas a cabo usando
bibliotecas de presentacion en fago que expresan péptidos de secuencia aleatoria sin relevante fisiol6gica definida,
permitieron establecer un motivo consenso tedrico (Castano et al, Science 1995, 269: 223-226y véase a
continuacion). De hecho, Castano et al muestran que las células que se activan son células T CD8+, concretamente
células restringidas por CMH clase |, y no linfocitos T citoliticos naturales. Estos hallazgos ensefian al experto en la
técnica que no hay evidencias de que los péptidos hidréfobos se presenten por moléculas CD1d. La relevancia
fisiologica de las reivindicaciones realizadas por Castano et al se cuestioné adicionalmente debido a la incapacidad
para estimular linfocitos T citoliticos naturales en protocolos de inmunizacién convencionales (Matsuda et al, Current
Opinion in Immunology 2008, 20:358-368 y Brutkiewicz Journal of Immunology 2006, 177: 769-775). Sistemas
artificiales tales como inmunizacion con células transfectadas para sobreexpresar CD1d y cargarse in vitro con un
péptido derivado de ovoalbumina pudieron estimular linfocitos T citoliticos naturales. Asimismo, la inmunizacién
intradérmica con ADN de plasmido junto con CD1d murina y moléculas coestimuladoras inducen células T
restringidas por CD1d citolitica (Lee et al, Journal of Experimental Medicine 1998, 187: 433-438). Castano et al
(Science 269: 223, 1995) reivindicaron que los péptidos hidréfobos que contienen un motivo estructural compuesto
por un residuo aromatico en las posiciones P1 y P7, y una cadena alifatica en la posicion P4 contienen un motivo
central para los epitopos de unién a CD1d. Tal como se describi6é anteriormente, las conclusiones a las que llegaron
Castano et al no estan respaldadas por los datos. El documento WO 2010/037402 da a conocer métodos para
construccion de componentes de vacuna caracterizados por su dominio de multimerizacion y las moléculas
biol6gicamente activas unidas.

El documento WO 2010/037395 da a conocer complejos de CMH-péptido y usos de los mismos en el diagndstico de,
tratamiento de o vacunacion frente a una enfermedad en un individuo.

Las secuencias identificadas por Castano pueden estar presentes de manera natural en los péptidos de estas dos
publicaciones. Se realizé el hallazgo inesperado de que los péptidos que engloban una secuencia de aminoacidos
hidr6fobos pueden estimular, de hecho, la activacion de linfocitos T citoliticos naturales a través de presentacion por
CD1d.

Adicionalmente, la activacion de linfocitos T citoliticos naturales proporciona un modo de aumentar la eficiencia de
vacunas frente a enfermedades infecciosas y frente a alérgenos, debido a las grandes cantidades de citocinas
secretadas por linfocitos T citoliticos naturales que ayudan en la estimulacion de células B y la activacion de células
T restringidas a clase Il (Burrows et al Nature Immunology 2009, 10: 669-671) y de ese modo la produccion de
anticuerpos.

Si pudieran unirse epitopos de proteinas a CD1d, entonces la adicion de un motivo de unién a CD1d a una proteina
podria aumentar la activacion de linfocitos T citoliticos naturales, lo que podria dar como resultado o bien la
induccion de la destruccién de células presentadoras de antigeno, tal como seria apropiado para el tratamiento de
infecciones con patégenos intracelulares o de tumores, o bien el aumento de la inmunogenicidad de antigenos, tal
como seria apropiado en estrategias de la vacunacién para enfermedades infecciosas o alergia.

Las ejemplos de infeccion con patégenos intracelulares incluyen infecciones por micobacterias, infeccion bacteriana
intracelular, enfermedades virales e infecciones parasitarias. Ejemplos de tumores son cualquier tumor que exprese
CD1d. Ejemplos de antigenos usados para vacunacién son proteinas virales usadas en la vacunacion contra la
gripe, vacunacion con rotavirus orales o poliovirus orales y vacunacion con alérgenos.

Mas especificamente, la adicion de un motivo de unién a CD1d seria Util cuando se desea aumentar la actividad de
destruccién de linfocitos T citoliticos naturales hacia células presentadoras de antigeno, o aumentar la produccién de
citocinas producidas por linfocitos T citoliticos naturales y aumentar de ese modo la inmunogenicidad.

La generacién de nuevo(s) motivo(s) de unién a CD1d dentro de la secuencia natural de péptidos o polipéptidos, o la
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adicion de motivo(s) de unién a CD1d a tales péptidos o polipéptidos para reclutar y activar linfocitos T citoliticos
naturales forma la base de la presente invencion.

Sumario de la invencion

La presente invencion es tal como se define en las reivindicaciones y se refiere al uso de péptidos o polipéptidos
modificados que pueden activar linfocitos T citoliticos naturales para el tratamiento de infecciones con patégenos
intracelulares en un sujeto aumentando la eliminacién de células que portan tales patégenos.

La presente invencion también se refiere al uso de péptidos o polipéptidos modificados que pueden activar linfocitos
T citoliticos naturales para la terapia de tumores en un sujeto aumentando el reconocimiento y la destruccion de
células tumorales.

La presente invencion también se refiere al uso de péptidos o polipéptidos modificados que pueden activar linfocitos
T citoliticos naturales con fines de vacunacién en un sujeto con antigenos procedentes de agentes infecciosos o
alérgenos.

Se realizé la observacion inesperada de que pueden presentarse péptidos por moléculas CD1d y activar linfocitos T
citoliticos naturales. La activacion de tales células da como resultado la adquisicion de propiedades citoliticas contra
la presentacion a células del péptido unido a CD1d y en la liberacién de citocinas.

La presente invencién se refiere en un aspecto al uso de al menos un péptido o polipéptido inmunogénico aislado
derivado de un patoégeno intracelular, que se modifica mediante la generaciéon de al menos un motivo de unién a
CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, 0 mediante la adicién de al menos un motivo de
unién a CD1d a dicho péptido o polipéptido como medicamento para tratar en un sujeto la infeccién con dicho
patégeno intracelular.

La presente invencién también se refiere en un aspecto al uso de al menos un péptido o polipéptido inmunogénico
aislado derivado de un tumor, que se modifica mediante la generaciéon de al menos un nuevo motivo de unién a
CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, o0 mediante la adiciéon de al menos un motivo de
unién a CD1d a dicho péptido o polipéptido como medicamento para tratar en un sujeto dicho tumor.

La presente invencion también se refiere en un aspecto al uso de al menos un péptido o polipéptido inmunogénico
aislado derivado de un agente infeccioso extracelular, que se modifica mediante la generacion de al menos un nuevo
motivo de unién a CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, o mediante la adicién de al
menos un motivo de uniéon a CD1d a dicho péptido o polipéptido como medicamento para la prevencién en un sujeto
de dicha infeccién.

La presente invencién también se refiere en un aspecto al uso de al menos un péptido o polipéptido inmunogénico
aislado derivado de un alérgeno, que se modifica mediante la generacién de al menos un nuevo motivo de unién a
CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, 0 mediante la adicién de al menos un motivo de
unién a CD1d a dicho péptido o polipéptido como medicamento para prevenir en un sujeto reacciones alérgicas.

Debe quedar claro para el experto en la técnica que la generacion de un motivo de unién a CD1d, en cualquiera de
las indicaciones enumeradas anteriormente, implica que dicho motivo, cuando se presenta por la molécula CD1d
expresada por una célula presentadora de antigeno, se reconoce por linfocitos T citoliticos naturales y activa dichos
linfocitos T citoliticos naturales.

En un aspecto adicional, la invencién también cubre el uso de al menos un derivado de péptido o polipéptido aislado
de un patdégeno intracelular, un tumor, un agente infeccioso o un alérgeno, que se modifica mediante la generacion
de al menos un nuevo motivo de unién a CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, o
mediante la adiciéon de al menos un motivo de uniéon a CD1d a dicho péptido o polipéptido para reclutar y activar
linfocitos T citoliticos naturales, como medicamento para activar en un sujeto la actividad citolitica y la produccion de
citocinas por linfocitos T citoliticos naturales CD4+ en dicho sujeto.

En cualquiera de los usos anteriores dicho péptido o polipéptido derivado de un patégeno intracelular puede ser
cualquier péptido o polipéptido derivado de virus, bacterias, micobacterias o parasitos con un ciclo de vida
intracelular. Los virus incluyen virus de ADNmc, ADNbc y ARN, como ejemplos con los virus Herpesviridae,
Flaviviridae y Picornaviridae, influenza, de sarampion y de inmunodeficiencia. Las bacterias y micobacterias incluyen
Mycobacterium tuberculosis, otras micobacterias patdégenas para seres humanos o animales, Yersiniosis, Brucella,
Chlamydiae, Mycoplasma, Rickettsiae, Salmonellae y Shigellae. Los parasitos incluyen Plasmodium, Leishmania,
Trypanosoma, Toxoplasma gondii, Listeria, Histoplasma.

En cualquiera de los usos anteriores dicho péptido o polipéptido derivado de un tumor puede ser cualquier péptido o
polipéptido derivado de: (1) oncogenes, tales como el MAGE identificado en algunos melanomas; (2)
protooncogenes, tales como ciclina D1 expresada en carcinomas de tejidos blandos tales como los del rifién o la
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glandula paratiroidea, asi como en mieloma mdltiple; (3) proteinas derivadas de virus, tales como las procedentes
del virus de Epstein-Barr en algunos carcinomas y en algunos linfomas de tipo Hodgkin; (4) factores de
supervivencia, que son factores antiapoptoéticos tales como survivina o bcl2; (5) determinantes clonotipicos, tales
como determinantes idiotipicos derivados de receptor de células B en linfomas foliculares o mielomas mdltiples o
determinantes de receptor de células T en tumores malignos de células T.

En cualquiera de los usos anteriores dicho péptido o polipéptido se derivé de un agente infeccioso, incluyendo virus,
bacterias y parasitos.

En cualquiera de los usos anteriores dicho péptido o polipéptido derivado de un alérgeno puede ser cualquier
péptido o polipéptido derivado de

e alérgenos alimentarios presentes en cacahuetes, pescado por ejemplo bacalao, clara de huevo, crustaceos
por ejemplo gambas, leche por ejemplo leche de vaca, trigo, cereales, frutas de la familia Rosacea
(manzana, ciruela, fresa), verduras de las familias Liliacea, Cruciferae, Solanaceae y Umbelliferae, frutos
secos, sésamo, cacahuete, soja y otros alérgenos de la familia de las legumbres, especias, melén,
aguacate, mango, higo, platano, ....

e alérgenos de acaros domésticos obtenidos de Dermatophagoides spp o D. pteronyssinus, D. farinaey D.
microceras, Euroglyphus maynei o Blomia sp.,

e alérgenos de insectos presentes en cucarachas o Hymenoptera,

e alérgenos del polen, especialmente polenes de arboles, hierbas y malas hierbas,
e alérgenos de animales, especialmente en gatos, perros, caballos y roedores,

e alérgenos de hongos, especialmente de Aspergillus, Alternaria o Cladosporium, y

e alérgenos laborales presentes en productos tales como latex o amilasa.

La invencion engloba ademas vectores virales aislados caracterizados porque comprenden al menos un péptido o
polipéptido derivado de un patégeno intracelular, de un tumor, de un agente infeccioso o de un alérgeno en el que se
genera al menos un nuevo motivo de unién a CD1d dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, o
en el que se afade al menos un motivo de unién a CD1d.

Definiciones

El término “péptido” cuando se usa en el presente documento se refiere a una molécula que comprende una
secuencia de amino&cidos de entre 2 y 200 aminodcidos, conectada mediante enlaces peptidicos, pero que puede
comprender en una realizacién particular estructuras sin aminoacidos (como, por ejemplo, un compuesto organico
de enlace). Los péptidos segun la invencion pueden contener cualquiera de los 20 aminoacidos convencionales o
versiones modificadas de los mismos, o pueden contener amino&cidos que no se producen de manera natural
incorporados mediante sintesis peptidica quimica o mediante modificacién quimica o enzimatica. El término
“polipéptido” cuando se usa en el presente documento se refiere generalmente a proteinas o péptidos mas largos.

El término “epitopo” cuando se usa en el presente documento se refiere a una o varias porciones (que pueden definir
un epitopo conformacional) de una proteina que se reconoce(n) especificamente y se une(n) mediante un anticuerpo
0 una porcién del mismo (Fab’, Fab2’, etc.) o un receptor presentado en la superficie celular de un linfocito de célula
B o T, y que puede inducir, mediante dicha unidn, una respuesta inmunitaria.

El término “antigeno” cuando se usa en el presente documento se refiere a una estructura de una macromolécula
que comprende uno o mas hapteno(s) y/o que comprende uno o mas epitopos de células T. Normalmente, dicha
macromolécula es una proteina o un péptido (con o sin polisacaridos) o se produce a partir de una composicion
proteica y comprende uno o mas epitopos; dicho macromolécula puede denominarse alternativamente en el
presente documento “proteina antigénica” o “péptido antigénico”.

El término “alérgeno” se refiere a un subconjunto especifico de antigenos caracterizados por su capacidad para
estimular anticuerpos del isotipo IgE en individuos predispuestos.

El término “epitopo de célula T” o “epitopo de células T” en el contexto de la presente invencién se refiere a un
epitopo dominante, subdominante o menor de células T, es decir, una parte de una proteina antigénica que se
reconoce y se une especificamente por un receptor en la superficie celular de un linfocito T. El que un epitopo sea
dominante, subdominante o menor depende de la reaccién inmunitaria estimulada frente al epitopo. La dominancia
depende de la frecuencia a la que se reconocen tales epitopos por células T y que puede activarlos, entre todos los
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posibles epitopos de célula T de una proteina. En particular, un epitopo de célula T es un epitopo unido por
moléculas de CMH de clase | o CMH de clase II.

El término “epitopo de linfocitos T citoliticos naturales” se refiere a una parte de una proteina antigénica que se
reconoce y se une especificamente por un receptor en la superficie celular de un linfocito T. En particular, un epitopo
de linfocitos T citoliticos naturales es un epitopo unido por moléculas CD1d.

El término “células efectoras CD4+” se refiere a células pertenecientes al subconjunto positivo para CD4 de células T
cuya funcién es proporcionar ayuda a otras células, tales como, por ejemplo células B. Estas células efectoras se
notifican convencionalmente como células Th (para T helper cells, células T cooperadoras), con diferentes
subconjuntos tales como células ThO, Th1, Th2y Th17.

El término “linfocitos T citoliticos naturales” se refiere a células del sistema inmunitario innato caracterizadas por el
hecho de que portan receptores tales como NK1.1 y NKG2D, y reconocen epitopos presentados por la molécula
CD1d. En el contexto de la presente invencion, los linfocitos T citoliticos naturales pueden pertenecer a cualquiera
del subconjunto de tipo 1 (invariante) o de tipo 2.

La “molécula CD1d” se refiere a una molécula no derivada de CMH compuesta por 3 cadenas alfa y un conjunto
antiparalelo de cadenas beta dispuestas en un surco hidr6fobo profundo abierto en ambos lados y que puede
presentar lipidos, glicolipidos o péptidos hidréfobos a linfocitos T citoliticos naturales.

El término “motivo de unién a CD1d” se refiere a una secuencia de aminoacidos que corresponde al motivo de
aminoacidos general [FW]-XX-[ILMV]-XX-[FW], en el que F representa fenilalanina, W triptéfano, | isoleucina, L
leucina, M metionina y V valina. X representa cualquier aminoacido. En algunos casos, [FW] en la posicion 7 se
reemplaza por T (treonina) o H (histidina).

El término “supuesto motivo de unién a CD1d” cuando se usa en el presente documento se refiere a una secuencia
de aminoacidos que corresponde al motivo de aminoacidos general [FWHY]-XoXs-[ILMV] o [ILMV]-X2X3-[FWHY] en
el que Y representa tirosina. En algunos casos, el supuesto motivo puede ser [FWHY]-Xzo-[ILMV] o [ILMV]-Xo-[FWHY]
0 [FWHY]-X2X5X4-[ILMV] 0 [ILMV]-X2X3Xs-[FWHY].

El término “trastornos inmunitarios” 0 “enfermedades inmunitarias” se refiere a enfermedades en las que una
reaccion del sistema inmunitario es responsable de o sostiene un mal funcionamiento de una situacién no fisiolégica
en un organismo. Trastornos inmunitarios en el contexto de la presente invencion se refieren a una patologia
inducida por agentes infecciosos y vigilancia tumoral.

El término “sujeto” se refiere a mamiferos incluyendo primates y no primates.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona modos para suprimir o eliminar, en un sujeto, una infeccién con un patégeno
intracelular o un tumor, o aumentar la inmunogenicidad de antigenos tales como algunos agentes infecciosos y
alérgenos usados para estrategias de vacunacion.

En particular, la invencién proporciona modos para aumentar la expansion y actividad funcional de linfocitos T
citoliticos naturales CD4+. Tales células se clasifican habitualmente en dos subconjuntos diferenciados,
concretamente tipo 1 para linfocitos T citoliticos naturales que portan una cadena alfa de TCR invariante (Valfai4 en
el ratén, Valfa24 en seres humanos), o linfocitos T citoliticos naturales de tipo 2 que se presentan con un repertorio
de cadenas alfa diversas. Sin embargo, algunas evidencias recientes han sugerido que subconjuntos alternativos de
linfocitos T citoliticos naturales que no encajan ni en la categoria de tipo 1 ni en la de tipo 2. El propoésito de la
presente invencion es incluir estos linfocitos T citoliticos naturales no convencionales, siempre que porten el
correceptor CD4. Tras la presentacion de un antigeno unido a CD1d, se activan rapidamente linfocitos T citoliticos
naturales, adquieren propiedades citoliticas y secretan varias citocinas que se cree que son determinantes en la
influencia sobre otras células a partir de ambos sistemas inmunitarios innato y adaptativo.

En el contexto de la presente invencion, se realizd la observacién inesperada de que pueden presentarse péptidos
por la molécula CD1d y pueden activar linfocitos T citoliticos naturales que reconocen el complejo producido entre
CD1d y el péptido. Una caracteristica de la molécula CD1d es que estd compuesta por dos cadenas alfa
antiparalelas que forman una hendidura que se asienta encima de una plataforma compuesta por dos cadenas beta
antiparalelas. La hendidura es estrecha y profunda y acepta solamente residuos hidréfobos, considerados de
manera clasica que son Unicamente lipidos.

La hendidura puede albergar una secuencia de 7 aminodcidos caracterizados como residuo hidréfobo en las
posiciones (P)1y 7, y un residuo alifatico en P4. P1 es un residuo hidréfobo de manera obligatoria, tal como F, W, H
o Y. Sin embargo, P7 es permisivo y puede contener residuos alternativos siempre que no sean polares. Los
residuos en P4 son preferiblemente alifaticos pero esto es opcional. Una secuencia general para un motivo de union
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a CD1d es, por tanto, [FWTHY]-X2X3-[ILMV]-X5Xs-[FWTHY]. Sin embargo, debe quedar claro para los expertos en la
técnica que el motivo es simétrico y que P7 puede considerarse como P1, y P1 puede considerarse como P7. Los
péptidos y polipéptidos de la invenciéon se definen ademas segun su capacidad para activar linfocitos T citoliticos
naturales mediante presentacion en la molécula CD1d.

Muchos péptidos o polipéptidos no portan de manera natural un motivo de unién a CD1d. Sin embargo, la presente
invencion también cubre péptidos o polipéptidos que ya portan al menos un motivo de CD1d en su secuencia
natural, ya que puede encontrarse que resulta ventajoso aumentar el nimero de dichos motivos para aumentar la
supresion de infecciones con patégenos intracelulares o células tumorales, o para aumentar la inmunogenicidad
frente a antigenos de agentes infecciosos o de alérgenos.

La presente invencion se refiere a la produccién de péptidos o polipéptidos que se modifican mediante la generacion
de al menos un nuevo motivo de unién a CD1d dentro de la secuencia natural de dichos péptidos o polipéptidos, o
mediante la adicion de al menos un motivo de unién a CD1d a dicho péptido o polipéptido, independientemente del
hecho de que ya porten un motivo de este tipo.

En un aspecto adicional, la invencion también cubre el uso de al menos un péptido o polipéptido hidréfobo aislado
que comprende al menos un motivo de unién a CD1d representado por el motivo de secuencia general [FW]-X2Xs-
[ILMV]-XsXe-[FWTHY] para aumentar en un sujeto la eliminacion de células infectadas con patégenos intracelulares
o células tumorales, o para aumentar en dicho sujeto la inmunogenicidad de antigenos o alérgenos infecciosos
usados para vacunacion.

En aun un aspecto adicional, la invenciéon también cubre el uso de al menos un péptido o polipéptido aislado en el
que se ha generado al menos un motivo de unién a CD1d representado por la secuencia [FW]-XoX3-[ILMV]-X5Xs-
[FWTHY] dentro de la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, o se ha afadido a dicha secuencia natural
para activar en un sujeto linfocitos T citoliticos naturales.

En aun un aspecto adicional, la invencién también cubre el uso de al menos un péptido o polipéptido hidréfobo
aislado que comprende al menos un nuevo motivo de unién a CD1d representado por la secuencia [FW]-X2Xs-
[ILMV]-XsXe-[FWTHY] como medicamento para suprimir en un sujeto la infeccién con patdégenos intracelulares o
células tumorales, o para aumentar la eficiencia de antigenos de agentes infecciosos o de alérgenos para
vacunacion.

Una ventaja adicional de la presente invencion es que la adicién de residuos de aminoacido aromaticos en péptidos
o polipéptidos crea motivos de uniéon a CD1d que son promiscuos en el sentido de que dichos motivos pueden unirse
a moléculas CD1d de todos o de una mayoria muy grande de sujetos. Esto se debe al hecho de que la propia
molécula CD1d presenta un grado muy limitado de polimorfismo. Como ademas el polimorfismo, del receptor
antigénico de linfocitos T citoliticos naturales estd sumamente restringido, debe ser obvio para el experto en la
técnica que la misma adicion de aminoacidos aromaticos es aplicable a todos los sujetos considerados para la
aplicacién de la presente invencion.

Esto contrasta claramente con motivos de péptido o polipéptido que se unen a moléculas de complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il, en los que puede perfilarse un gran nimero de péptidos que contienen la secuencia
apropiada. Esto se debe a las minimas restricciones impuestas a los péptidos de unién a CMH de clase Il y al gran
polimorfismo de las moléculas de clase Il.

Se obtienen péptidos y polipéptidos que son el objeto de la presente invencion de la siguiente manera:

(1) se evalua un péptido o polipéptido por su capacidad para activar linfocitos T citoliticos naturales. Esto se
lleva a cabo opcionalmente incubando dicho péptido o polipéptido con una linea celular que expresa la molécula
CD1d. Se conocen en la técnica ejemplos de tales lineas celulares (por ejemplo, células JAWS2). En una
realizacién preferida, la linea celular no presenta moléculas de CMH de clase Il y se transduce para la
hiperexpresion de CD1d usando un vector viral que contiene la secuencia de ADN de CD1d o cualquier otros
medios conocidos en la técnica para introducir un gen en una célula. Se conocen métodos para la transduccién
celular en la técnica. Se carga la linea celular en cultivo con el péptido o polipéptido. Entonces se evalla la
presentacion eficiente del péptido o polipéptido por la molécula CD1d midiendo la activacién de linfocitos T
citoliticos naturales. Tales células pueden obtenerse de sangre periférica mediante, por ejemplo, clasificacion
magnética y se mantienen en cultivo con estimulantes tales como alfa-gal-ceramida, en presencia de citocinas
tales como IL-2 e IL-15 o IL-7. Se describen estos métodos en la técnica (véase, por ejemplo, Brutkiewicz
Journal of Immunology 2006, 177: 769-775). Se evalla la activacion de linfocitos T citoliticos naturales usando
métodos tales como la evaluacién de la produccion de citocinas. Se seleccionan los péptidos o polipéptidos que
no muestran activacién o solo una activacion limitada de linfocitos T citoliticos naturales.

(2) también se evalua la secuencia de aminoacidos del péptido o polipéptido para detectar la presencia de al
menos un motivo correspondiente a la secuencia [FWHY]-XoX3-[ILMV] o [ILMV]-X2X3-[FWHY] (supuesto motivo
de unién a CD1d) usando algoritmos bien conocidos en la técnica tales como Prosite en el sitio web de Expasy.
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Mas particularmente, dichos algoritmos permiten la prediccion dentro de un péptido o polipéptido de una o mas
secuencias de 7 aminoacidos de largo que corresponden a la secuencia [FWHY]-XoX3-[ILMV]-XsXe-[FWHY] y de
ese modo tiene el potencial de encajar la hendidura de una molécula CD1d. Mas particularmente, dichos
algoritmos permiten la prediccion de secuencias de aminodcidos correspondientes a [FW]-XoXs-[ILMV] o a
[ILMV]-X2X3-[FW].

(3) se examinan las secuencias de aminoacidos identificadas por dicho algoritmos y se modifican mediante
sustitucion de aminoacidos para aumentar el potencial para unirse a CD1d. Esto incluye esencialmente la
sustitucion de aminoacidos en la posicion P1 por un residuo hidréfobo tal como F, W, H 0 Y y/o la sustitucién de
aminoacidos en la posicién P7 por F, W, T, H o Y, cuando se requiera.

(4) opcionalmente, se identifica un supuesto motivo de unién a CD1d que corresponde a [FWHY]-Xz-[ILMV] o
[ILMV]-Xo-[FWHY], o [FWHY]-XoX3X4-[ILMV] o [ILMV]-Xo2X3Xs-[FWHY]. En tales casos, se encuentra que la
adicion de un X3 o la delecién de X4, respectivamente, es una ventaja para reconstituir un motivo de unién a
CD1d que comprende un residuo de aminoacido alifatico en la posicion P4. Mas generalmente, el supuesto
motivo de uniéon a CD1d podria corresponder a la férmula general [FWHY]-R-[ILMV] o [ILMV]-R-[FWHY] en los
que R representa un aminoacido o una secuencia de aminoacidos.

(5) opcionalmente, puede anadirse un motivo de CD1d a la secuencia de aminoacidos del péptido o polipéptido,
o bien en el extremo carboxi-terminal o bien en el amino-terminal de la secuencia, o en cualquier lugar dentro de
la secuencia natural del péptido o polipéptido

(6) opcionalmente, pueden modificarse péptidos o polipéptidos de la invencién mediante la generacién de al
menos un motivo de CD1d y mediante la adicién de al menos un motivo de unién a CD1d.

(7) opcionalmente, se somete a prueba in vitro el péptido sintético que engloba la secuencia que contiene un
motivo de unién a CD1d usando una linea celular que expresa la molécula CD1d tal como se describe en (1).

(8) opcionalmente, se somete a prueba in vitro la capacidad del péptido o polipéptido modificado mediante la
sustitucion, adicion o delecién de aminoédcidos tal como se describié anteriormente para unirse a CD1d usando
tetrameros de la molécula CD1d para detectar linfocitos T citoliticos naturales especificos para tal péptido. Una
posibilidad es usar tetrameros marcados de manera fluorescente y deteccion usando clasificacion de células
activada por fluorescencia (FACS).

Debe quedar claro para el experto en la técnica que la sustitucion o adicién de residuos de aminoacido, o la adicion
de motivo(s) de unién a CD1d puede llevarse a cabo usando un residuo de aminoacido no fisiolégico tal como D-
aminoacidos o un compuesto organico.

El péptido o polipéptido que contiene la sustitucién, adicion o delecion de aminoacidos se produce entonces usando
métodos conocidos en la técnica para la produccién de proteinas recombinantes usando sistemas de expresion tales
como células bacterianas, células de levadura, células de insecto, células vegetales o células de mamifero.

Segun la presente invencion, se prevén medicamentos para el tratamiento de enfermedades debidas a patdégenos
intracelulares. Los ejemplos de dichos patdgenos intracelulares incluyen virus de ADNmc, ADNbc y ARN, bacterias y
micobacterias, y parasitos.

También se prevén medicamentos para el tratamiento de tumores.

Ademas, también se prevén medicamentos para estrategias de vacunacion frente a agentes infecciosos con un ciclo
de vida principalmente extracelular y frente a alérgenos.

Debe entenderse que cualquiera de los péptidos o polipéptidos previstos en el contexto de la presente invencion
puede administrarse en forma de gen para transgénesis, que puede llevarse a cabo usando vectores virales u otros
medios conocidos por los expertos en la técnica. En tal caso, puede encontrarse ventajoso alterar la secuencia de
aminodcidos del propio vector viral mediante la adicion de un motivo de unién a CD1d, aumentando de ese modo la
expresion del transgén.

En una realizacion preferida, el péptido puede estar constituido por un motivo de unién a CD1d que engloba la
secuencia [FW]-XoXs-[ILMV]-XsXe-[FWTHY]. Aln en una realizacion més preferida, dicho péptido también contiene
residuos de aminoacido flanqueantes o bien en el extremo amino-terminal o bien en el carboxi-terminal, 0 ambos
extremos de dicho péptido. En aln una realizacién preferida, dicho péptido contiene residuos de aminodacido
voluminosos en residuos flanqueantes. En aln otra realizacion, dicho péptido porta al menos un epitopo de célula T
restringido a clase Il. En aln otra realizacion, dicho péptido contiene residuos de aminoacido flanqueantes que
forman parte de la secuencia natural de la que se deriva el péptido.

El medicamento de la invencion es habitualmente, aunque no de forma necesaria, una formulacién (farmacéutica)
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que comprende como principio activo al menos uno de los péptidos o polipéptidos de la invencién o un vector
terapéutico génico que puede expresar dichos péptidos o polipéptidos. Aparte del/de los principio(s) activo(s), tal
formulacion comprendera al menos uno de un diluyente (farmacéuticamente aceptable).

En general, la administracién de péptidos o polipéptidos de la invencidon aumenta la activacion del sistema
inmunitario innato, mas particularmente la activacion de linfocitos T citoliticos naturales, més particularmente la
produccion de citocinas asociadas con la activacion de linfocitos T citoliticos naturales, mas particularmente las
propiedades citoliticas de los linfocitos T citoliticos naturales.

La via de administracion para los péptidos o polipéptidos de la presente invencién puede variar segun la indicacion
y/o la naturaleza de los péptidos o polipéptidos. Ejemplos son inyeccion subcutanea o intramuscular de vacunas
para una enfermedad infecciosa y para alérgenos o para tumores, o administraciéon oral, nasal o intratraqueal para
infecciones con patogenos intracelulares. La presente invencion pretende cubrir todas las demds vias de
administracion posibles tal como intranasal, sublingual, percutanea, intramuscular, intrarrectal o intravaginal.

Tal como se explica en detalle méas adelante, los péptidos o polipéptidos de la presente invencién pueden producirse
mediante sintesis quimica, que permite la incorporacién de aminoacidos no naturales.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para obtener péptidos o polipéptidos que comprenden
una secuencia artificial que puede activar linfocitos T citoliticos naturales, comprendiendo dicho método las etapas
de:

(a) identificar péptidos o polipéptidos que no activan, o sé6lo lo hacen en un grado limitado, linfocitos T
citoliticos naturales;

(b) introducir al menos un motivo de union a CD1d mediante adicién, sustitucion y/o delecion de
aminodcidos.

Tales métodos incluyen la identificacion de epitopos que pueden modificarse para portar un motivo de unién a CD1d
mediante la sustitucién, adiciéon o delecién de aminoacidos. En la técnica se conocen ampliamente métodos para la
identificacion in silico de supuestos epitopos de linfocitos T citoliticos naturales y algunos aspectos se elaboran a
partir de los mismos a continuacion en el presente documento.

Por ejemplo, cuando se identifica dicho supuesto epitopo de linfocitos T citoliticos naturales, se producen péptidos
sintéticos que engloban dicha secuencia. También se sintetizan péptidos alternativos que incluyen la sustitucién,
adicion o delecion de aminoacidos que se considera apropiada para aumentar la capacidad de la secuencia de
aminoacidos para unirse a CD1d. ElI péptido que engloba la secuencia natural y péptidos con
sustitucion/sustituciones, adiciones, deleciones de aminoacidos o combinaciones de estos se someten a prueba
para determinar su capacidad para unirse a tetrameros de CD1d y/o para activar linfocitos T citoliticos naturales
mediante la carga de células presentadoras de antigeno que expresan CD1d.

Por ejemplo, se obtienen moléculas CD1d solubles y se hace que sean tetraméricas mediante sintesis y/o
acoplamiento quimico. La molécula CD1d se purifica mediante cromatografia de afinidad. Se incuban las moléculas
CD1d solubles con un péptido de referencia marcado con biotina producido segin su fuerte afinidad de unién por
dicha molécula CD1d. Entonces se incuban los péptidos que van a evaluarse para determinar su unién a CD1d a
diferentes concentraciones y se calcula su capacidad para desplazar el péptido de referencia de su uniéon a CD1d
mediante la adiciébn de neutravidina. Pueden encontrarse métodos, por ejemplo, en Texier et al., (2000) J.
Immunology 164, 3177-3184) para péptidos presentados por la molécula de complejo mayor de histocompatibilidad
de clase Il, pero el método puede aplicarse facilmente a epitopos de célula T restringidos por CD1d.

Opcionalmente, puede evaluarse la unién de los péptidos de la invencion a tetrameros de CD1d mediante
incubacién con linfocitos T citoliticos naturales y andlisis mediante clasificacién de células activada por fluorescencia
(FACS). Estos métodos estan bien descritos en la técnica.

Alternativamente, se cargan células presentadoras de antigeno tales como células JAWS2 que expresan CD1d pero
no expresan complejos mayores de histocompatibilidad de clase Il con los péptidos o polipéptidos de la invencién y
se evalla su capacidad para activar linfocitos T citoliticos naturales mediante la proliferacion de linfocitos T citoliticos
naturales tal como se evalla mediante la incorporacion de timidina tritiada. Estos métodos los conoce bien el experto
en la técnica. Los péptidos o polipéptidos de la invencion tienen un indice de estimulacién medio de linfocitos T
citoliticos naturales mayor de o igual a 2. Un péptido que tiene un indice de estimulacién de linfocitos T citoliticos
naturales mayor de o igual a 2 se considera Util como candidato para llevar a cabo la presente invencién.

Entonces se introduce(n) la(s) sustitucion/sustituciones de aminoacidos identificada(s) como adecuada(s) para la
presente invencion, la adicién o delecién de dichos aminoacidos en el péptido o polipéptido de longitud completa
para poner en practica la invencion.
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Los péptidos o polipéptidos de la invencién pueden producirse mediante expresién recombinante, por ejemplo, en
células bacterianas (por ejemplo, Escherichia coli), células de levadura (por ejemplo, de especies de Pichia,
especies de Hansenula, especies de Saccharomyces o Schizosaccharomyces), células de insecto (por ejemplo de
Spodoptera frugiperda o Trichoplusia ni), células vegetales o células de mamifero (por ejemplo, células CHO, COS).
La construccion de los vectores de expresion adecuados asi requeridos (incluyendo informacién adicional tal como
secuencias promotoras y de terminacion) implica mientras tanto técnicas de ADN recombinante convencionales. Los
péptidos o polipéptidos de la invencién producidos de manera recombinante pueden derivarse de una proteina
precursora mas grande, por ejemplo, mediante escisién enzimatica de sitios de escision enzimatica insertados de
manera adyacente a los extremos N y/o C-terminal del péptido o polipéptido, seguido por una purificacion adecuada.

En vista de la longitud limitada de algunos de los péptidos o polipéptidos de la invencion, pueden prepararse
mediante sintesis peptidica quimica, en la que se preparan péptidos mediante acoplamiento de los diferentes
aminodcidos entre si. La sintesis quimica es particularmente adecuada para la inclusién, por ejemplo, de D-
aminoacidos, aminodcidos con cadenas laterales que no se producen de manera natural o aminoacidos naturales
con cadenas laterales modificadas tales como cisteina metilada. Los métodos de sintesis peptidica quimica estan
bien descritos y pueden realizarse pedidos de péptidos de empresas tales como Applied Biosystems y otras
empresas. Puede realizarse la sintesis peptidica o bien como sintesis peptidica en fase sdlida (SPPS) o bien al
contrario como sintesis peptidica en fase de disolucién. Los métodos de SPPS mejor conocidos son quimica en fase
sdlida con t-Boc y Fmoc que conoce ampliamente el experto. Ademas, pueden ligarse péptidos entre si para formar
péptidos mas largos usando una estrategia de ligamiento (acoplamiento quimioselectivo de dos fragmentos
peptidicos no protegidos) tal como describié originariamente Kent (Schnolzer & Kent (1992) Int. J. Pept. Protein Res.
40, 180-193) y se reviso, por ejemplo, en Tam et al. (2001) Biopolymers 60, 194-205. Esto proporciona el potencial
para lograr la sintesis de proteinas que esta mas alla del alcance de SPPS. Se han sintetizado de manera
satisfactoria muchas proteinas con el tamafio de 100-300 residuos mediante este método.

Se examinan las propiedades fisicas y quimicas de un péptido o polipéptido de interés (por ejemplo solubilidad,
estabilidad) para determinar si el péptido es/serd adecuado para su uso en composiciones terapéuticas.
Normalmente esto se optimiza ajustando la secuencia del péptido. Opcionalmente, el péptido puede modificarse
después de la sintesis (modificaciones quimicas, por ejemplo, que afiaden/delecionan grupos funcionales) usando
técnicas conocidas en la técnica.

La produccién de péptidos o polipéptidos modificados genéticamente se basa en métodos que conocen bien los
expertos en la técnica, incluyendo clonacion, mutagénesis dirigida al sitio y crecimiento.

La presente invencion también se refiere a secuencias de &cido nucleico que codifican para los péptidos o
polipéptidos de la invencion y a métodos para su uso, por ejemplo, para la expresion recombinante o en terapia
génica. En particular, dichas secuencias de acido nucleico pueden expresar péptidos de la invencién.

En terapia génica, pueden usarse moléculas de acido nucleico recombinantes que codifican para los péptidos o
polipéptidos de la presente invencion como ADN desnudo o en liposomas u otros sistemas lipidicos para el
suministro a células diana. Otros métodos para la transferencia directa de ADN de plasmido a células los conocen
bien los expertos en la técnica para su uso en terapia génica en seres humanos e implican el direccionamiento de
ADN a receptores en células mediante complejacion del ADN de plasmido con proteinas. En su forma mas sencilla,
puede realizarse la transferencia génica simplemente inyectando cantidades minusculas de ADN en el nlcleo de
una célula, a través de un proceso de microinyeccion. Una vez que se introducen los genes recombinantes en una
célula, pueden reconocerse por los mecanismos normales de las células para la transcripcién y traduccion, y se
expresara un producto génico. También se han intentado otros métodos para introducir ADN en mayores nimeros
de células. Estos métodos incluyen: transfeccién, en el que se precipita ADN con fosfato de calcio y se introduce en
células mediante pinocitosis; electroporacion, en el que se exponen células a grandes pulsos de tension para
introducir huecos en la membrana); lipofeccion/fusion liposomal, en el que se empaqueta ADN en vesiculas lipéfilas
que se fusionan con una célula diana; y bombardeo de particulas usando ADN unido a pequenos proyectiles. Otro
método para introducir ADN en células es acoplar el ADN a proteinas modificadas quimicamente. Las proteinas
adenovirales pueden desestabilizar endosomas y potenciar la captacién de ADN en las células. El mezclado de
adenovirus en disoluciones que contienen complejos de ADN, o la unién de ADN a polilisina unida covalentemente a
adenovirus usando agentes de reticulacién de proteina mejora sustancialmente la captacion y expresion del gen
recombinante. Los vectores de virus adenoasociados también pueden usarse para insercion génica en células
vasculares. Tal como se usa en el presente documento, “transferencia génica” significa el proceso de introducir una
molécula de acido nucleico foraneo en una célula, lo que se realiza habitualmente para permitir la expresion de un
producto particular codificado por el gen. Dicho producto puede incluir una proteina, un polipéptido, ARN o ADN
antisentido, o ARN enzimaticamente activo. Puede realizarse la transferencia génica en células en cultivo o
mediante administracion directa a mamiferos. En otra realizacién, se proporciona un vector que comprende una
secuencia de molécula de &cido nucleico que codifica para un péptido segun la invencién. En realizaciones
particulares, se genera el vector de tal manera que la secuencia de la molécula de acido nucleico se expresa
solamente en un tejido especifico. Se conocen bien en la técnica métodos para lograr la expresion génica especifica
de tejido, por ejemplo, colocando la secuencia que codifica para un péptido inmunogénico de la invencién bajo el
control de un promotor, que dirige la expresion del péptido especificamente en uno o mas tejido(s) u 6rgano(s).
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Pueden usarse vectores de expresion derivados de virus tales como retrovirus, virus vaccinia, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes, virus de ARN o virus del papiloma bovino, para el suministro de secuencias de
nucleétidos (por ejemplo, ADNc) que codifican para péptidos, homélogos o derivados de los mismos segun la
invencion en la poblacion celular o los tejidos seleccionados como diana. Pueden usarse métodos que conocen bien
los expertos en la técnica para construir vectores virales recombinantes que contienen tales secuencias codificantes.
Alternativamente, pueden usarse en terapia génica células modificadas por ingenieria que contienen una molécula
de &cido nucleico que codifica para un péptido o polipéptido segun la invencion.

El medicamento de la invencion es habitualmente, pero no de forma necesaria, una formulacién (farmacéutica) que
comprende como principio activo al menos uno de los péptidos o polipéptidos de la invencion, un vector terapéutico
génico que puede expresar dicho péptido o polipéptido. Aparte del/de los principio(s) activo(s), tal formulacion
comprendera al menos uno de un diluyente (farmacéuticamente aceptable). Normalmente, pueden encontrarse
compuestos farmacéuticamente aceptables en, por ejemplo, un manual de la Farmacopea (por ejemplo, la
Farmacopea de los EE.UU., Europea o Internacional). EI medicamento o la composicion farmacéutica de la
invencion comprende normalmente una cantidad (profilactica o terapéuticamente) eficaz del/de los principio(s)
activo(s) en el que la eficacia es con relacién al estado o trastorno que va a prevenirse o tratarse.

Puede ser necesario administrar el medicamento o la composicion farmacéutica de la invencién a un sujeto como
parte de un régimen profilactico o terapéutico que comprende multiples administraciones de dicho medicamento o
composicién. Dichas mdltiples administraciones se producen habitualmente de manera secuencial y el intervalo de
tiempo entre dos administraciones puede variar y se ajustara a la naturaleza del principio activo y la naturaleza del
estado que va a prevenirse o tratarse. La cantidad de principio activo administrada a un sujeto que necesita una
Unica administracion también puede variar y dependera de factores tales como el estado fisico del sujeto (como por
ejemplo peso y edad), el estatus del estado que va a prevenirse o tratarse, y la experiencia del doctor, médico o
enfermero que le trate.

El término “diluyentes” se refiere por ejemplo a soluciones salinas fisiolégicas. El término “portador
farmacéuticamente aceptable” significa cualquier material o sustancia con el que se formula el principio activo para
facilitar su aplicacion o diseminacion en el locus que va a tratarse, por ejemplo mediante disolucién, dispersiéon o
difusion de dicha composicién, y/o para facilitar su almacenamiento, transporte o manipulacién sin afectar a su
eficacia. Incluyen todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos (por ejemplo, fenol, acido sérbico, clorobutanol), agentes isotonicos (tales como
azucares o cloruro de sodio) y similares. Pueden incluirse componentes adicionales para controlar la duracion de
accioén del principio activo en la composicion. El portador farmacéuticamente aceptable puede ser un sélido o un
liquido o un gas que se ha comprimido para formar un liquido, es decir las composiciones de esta invencion pueden
usarse de manera adecuada como concentrados, emulsiones, disoluciones, granulados, polvos finos,
pulverizaciones, aerosoles, suspensiones, pomadas, cremas, comprimidos, microgranulos o polvos.

Los expertos en la técnica conocen bien portadores farmacéuticos adecuados para su uso en dichas composiciones
farmacéuticas y su formulacion, y no existe ninguna restricciéon particular en cuanto a su seleccién dentro de la
presente invencion. También pueden incluir aditivos tales como agentes humectantes, agentes dispersantes,
agentes adherentes, adhesivos, agentes emulsionantes, disolventes, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifungicos (por ejemplo fenol, acido sérbico, clorobutanol), agentes isoténicos (tales como azicares o cloruro de
sodio) y similares, siempre que los mismos sean acordes a la practica farmacéutica, es decir portadores y aditivos
que no creen dafo permanente a los mamiferos. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden
prepararse de cualquier manera conocida, por ejemplo mediante mezclado de manera homogénea, recubrimiento
y/o molienda de los principios activos, en un procedimiento en una sola etapa o multiples etapas, con el material
portador seleccionado y, cuando sea apropiado, los otros aditivos tales como agentes tensioactivos. También
pueden prepararse mediante micronizacion, por ejemplo con vistas a obtenerlos en forma de microesferas que
tienen habitualmente un diametro de aproximadamente 1 a 10 um, concretamente para la fabricacion de
microcapsulas para la liberacién controlada o sostenida de los principios activos.

Pueden administrarse péptidos o polipéptidos, homélogos o derivados de los mismos segun la invencion (y sus sales
fisiologicamente aceptables o composiciones farmacéuticas todas incluidas en el término “principios activos”) por
cualquier via apropiada para el estado que va a prevenirse o tratarse y apropiada para los compuestos, en este caso
el péptido o polipéptido que va a administrarse. Las posibles vias incluyen regional, sistémica, oral (forma sélida o
inhalacién), rectal, nasal, tépica (incluyendo ocular, bucal y sublingual), vaginal y parenteral (incluyendo subcutanea,
intramuscular, intravenosa, intradérmica, intraarterial, intratecal y epidural). La via de administracion preferida puede
varar, por ejemplo, con el estado del receptor o el estado que va a prevenirse o tratarse.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Pueden presentarse formulaciones
de la presente invencion adecuadas para administracion oral como unidades diferenciadas tales como capsulas,
sellos o comprimidos que contienen cada uno una cantidad predeterminada del principio activo; como polvo o
granulos; como disolucién o suspensién en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o como una emulsion liquida
de aceite en agua o una emulsién liquida de agua en aceite. El principio activo también puede presentarse como
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bolo, electuario o pasta. Puede producirse un comprimido mediante moldeo o compresién, opcionalmente con uno o
mas componentes auxiliares. Pueden prepararse comprimidos sometidos a compresién mediante la compresion en
una maquina adecuada del principio activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos, mezclado
opcionalmente con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante, agente tensioactivo o dispersante.
Pueden producirse comprimidos moldeados mediante el moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del
compuesto pulverizado humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse
opcionalmente y pueden formularse para proporcionar la liberacion lenta o controlada del principio activo en los
mismos.

La presente invencion se ilustrard ahora por medio de los siguientes ejemplos, que se proporcionan sin ninguna
intencién limitativa. Ademas, todas las referencias en el presente documento estan incluidas explicitamente en el
presente documento mediante referencia.

Ejemplos

Ejemplo 1. Micobacterias

Mycobacterium tuberculosis es responsable de miles de fallecimientos cada afio. La Unica vacunacion disponible, la
vacuna basada en Mycobacterium bovis Calmette-Guerin (BCG), no es eficaz. Un candidato para mejorar la
vacunacion es la diana de antigeno secretor temprano de 6 kDa (ESAT-6) producido por M. tuberculosis, que es uno
de los principales antigenos reconocidos tanto por seres humanos como por animales tales como ratones.

Se analizé la secuencia de ESAT-6 (SEQ ID1) usando algoritmos informaticos para identificar motivos de union a
CD1d correspondientes a la secuencia [FW]-XoX3-[ILMV]-Xs5Xs-[FWTHY]. No se encontr6é ninguno de tales motivos.
Se introdujo una mutacion A a F y G a F mediante métodos de mutagénesis convencionales en las posiciones 14 y
20, respectivamente, lo que generd un motivo de unién a CD1d susceptible de activar linfocitos T citoliticos naturales
(ESAT-6 mutado; SEQ ID2).

Se inmunizaron ratones C57BL/6 con ESAT-6 (SEQ ID1) o ESAT-6 mutado de SEQ ID NO:2 junto con un adyuvante
tal como alumbre. Se realizan cuatro inyecciones de 50 pg del péptido a intervalos quincenales. Dos semanas
después de la ultima inmunizacién, se sacrifican los ratones y se preparan linfocitos T CD4+ a partir del bazo
mediante una combinacion de centrifugacion con gradiente de densidad y seleccion con perlas magnéticas
recubiertas de anticuerpo.

Se activan entonces células T CD4+ y se expanden in vitro usando células JAWS2 como células presentadoras de
antigeno cargadas con ESAT-6 mutado de SEQ ID2. Las células JAWS2 no expresan determinantes de complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il, impidiendo de ese modo la activacion de células T CD4+ restringidas a
clase ll, pero las células JAWS2 expresan CD1d y, por tanto, pueden usarse para someter a ensayo la capacidad de
péptidos para activar linfocitos T citoliticos naturales. Se observa que solamente se activan los linfocitos T citoliticos
naturales obtenidos de ratones inmunizados con el ESAT-6 mutado (SEQ ID2) por las células JAWS2 cargadas,
mientras que no se activan los linfocitos T citoliticos naturales de ratones inmunizados con ESAT-6 (SEQ ID1).

Para evaluar las propiedades citoliticas de linfocitos T citoliticos naturales CD4+ activados por ESAT-6 mutado de
SEQ ID2, se analizaron células JAWS2 después de 18 h de incubacion con linfocitos T citoliticos naturales para la
induccion de apoptosis. Por tanto, se detecta la unién de anexina V a la superficie de células apoptéticas mediante la
adicion de una anexina V marcada de manera fluorescente. Los resultados indican que las células JAWS2
incubadas con linfocitos T citoliticos naturales obtenidos de ratones inmunizados con ESAT-6 mutado (SEQ ID2) se
inducen a apoptosis.

Estos resultados muestran, por tanto, que las sustituciones de un solo aminoacido que generan un motivo de unién a
CD1d son suficientes para estimular la activacién de linfocitos T citoliticos naturales y la apoptosis de células
presentadoras de antigeno.

Ejemplo 2. Tumor EG7

Se derivan células tumorales EG7 (H-2b) de un timoma transducido con un constructo que contiene ovoalbimina
(ova). Se presenta un epitopo de ova restringido por CD1d por tales células, pero se sabe que esto es insuficiente
para desencadenar la de activacion de NKT y la destruccion de células tumorales (Castano et al, Science 1995, 269:
223-226).

Se realiz6 una busqueda usando algoritmos informaticos para detectar epitopos alternativos que podrian alterarse
mediante la sustitucion de aminoacidos para generar nuevos motivos de union a CD1d. Se identificaron dos
secuencias en las posiciones 16-22 (FKELKVH) y 181-187 (FKGLWEK). H22 y K187 se mutaron a F en la secuencia
de ova generando de ese modo una proteina de SEQ 1D4.

Se llevé a cabo la inmunizacion de ratones con ova de SEQ ID4 usando 50 ug de ova en alumbre administrado por
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via subcuténea en 4 ocasiones separadas por un intervalo de 10 dias. Se inmuniz6 un grupo de control con ova en
la secuencia natural (SEQ ID3). Entonces se les injertaron a cada ratén 10° células tumorales EG7 inyectadas en el
costado y se sigui6 a lo largo del tiempo el crecimiento del tumor. Los ratones preinmunizados con ova de SEQ 1D4
rechazaron el tumor mientras que no lo hicieron los ratones de control preinmunizados con ova en SEQ ID3 natural.

Se evalué la destruccion in vitro de células EG7 usando linfocitos T citoliticos naturales preparados a partir del bazo
usando clasificacién con perlas magnéticas. Se estimularon en primer lugar los linfocitos T citoliticos naturales
durante 4 h in vitro con células presentadoras de antigeno cargadas con ova de SEQ ID4. Se marcaron las células
EG7 a nivel de membrana con DiOC1g 1 uM (perclorato de 3,3’-dioctadecicloxacarbocianina de Invitrogen). Entonces
se cultivaron las células EG7 (1x10° por pocillo) durante 18 h a 37°C en presencia de linfocitos T citoliticos naturales
obtenidos de cada uno de los 2 grupos de ratones, usando razones de 1/1 a 1/5 (células EG7 frente a linfocitos T
citoliticos naturales). Después de 18 h, se recogieron células y se tifieron para anexina V y 7-AAD siguiendo las
instrucciones del fabricante (kit de deteccion de apoptosis; BD Biosciences) y se analizaron en un citometro de flujo
FACSCantoll (BD Biosciences). Los resultados muestran que las células EG7 incubadas con linfocitos T citoliticos
naturales obtenidos de ratones inmunizados con ova de SEQ 1D4 se inducen a apoptosis, mientras que los linfocitos
T citoliticos naturales obtenidos de ratones de control inmunizados con ova de SEQ ID3 no indujeron un grado
significativo de apoptosis de células tumorales.

Ejemplo 3. Influenza

La hemaglutinina de virus influenza es un importante antigeno usado para fines de vacunacion. Sin embargo, la
eficacia de vacunacion esta limitada por la inmunogenicidad relativamente débil de la hemaglutinina.

La secuencia de hemaglutinina (SEQ ID5) contiene 3 secuencias que son adecuadas para mutacion para obtener
secuencias de aminoacidos que codifican para un motivo de unién a CD1d del formato [FW]-X2X3[ILMV]-X5Xs-
[FWTHY]. Se obtuvo ADNc de hemaglutinina y se introdujeron 3 mutaciones mediante métodos de mutagénesis
convencionales para reemplazar el aminoacido en la posicién 7 del motivo de unién a CD1d a F (fenilalanina). Estas
mutaciones correspondian a V314F, A348F y K459F, en las que se mutaron valina, alanina y lisina en las posiciones
314, 348 y 459, respectivamente, a fenilalanina. La hemaglutinina mutada de SEQ ID6 se produjo mediante
tecnologia recombinante.

Se inmunizaron los ratones 4 veces o bien con hemaglutinina de SEQ ID5 o SEQ ID6 mediante la via subcutanea a
intervalos de 1 semana. Siete dias después de la Ultima inmunizacién, se sacrificaron los ratones y se prepararon
células T CD4+ a partir de bazo usando clasificacion con perlas magnéticas. Se cargaron células JAWS2 con
hemaglutinina mutada de SEQ ID6 mediante incubacién durante 18 h a temperatura ambiente. Entonces se lavaron
las células y se incubaron en presencia de células T CD4+ obtenidas de ratones inmunizados o bien con
hemaglutinina de SEQ ID5 o bien con hemaglutinina de SEQ ID6. Se observa que una proporcion significativa de
linfocitos T citoliticos naturales se activan cuando se obtienen de ratones inmunizados con hemaglutinina de SEQ
ID6 pero no con hemaglutinina de SEQ ID5, demostrando que la inmunizacién con hemaglutinina de SEQ ID6 habia
inducido una expansion de linfocitos T citoliticos naturales in vivo.

Ademads, se usa hemaglutinina mutada de SEQ ID6 para vacunacién. Se observa que los ratones inmunizados con
hemaglutinina de SEQ ID6 producen mayores concentraciones de anticuerpos especificos de hemaglutinina.

Ejemplo 4. Alérgeno

La vacunacion para enfermedades alérgicas esta limitada actualmente por la inmunogenicidad relativamente débil
de los alérgenos. Se desean enormemente métodos mediante los que pudiera obtenerse una produccién aumentada
de anticuerpos IgG especificos de alérgeno.

Der p 2 es uno de los importantes alérgenos del acaro doméstico, D. pteronyssinus, asociado con rinitis alérgica y
asma en todo el mundo. Una busqueda dentro de la secuencia de Der p 2 usando algoritmos informaticos no
identificé ninguna secuencia que portara un motivo de unién a CD1d. Se afadi6 un motivo compuesto por 7
aminodcidos (FAALAAF) en el extremo carboxi-terminal de la secuencia de Der p 2. Tal secuencia codifica para un
motivo de unién a CD1d correspondiente a la secuencia [FW]-XoXs-[ILMV]-X5Xg-[FWTHY].

Ha de observarse que se sabe que un importante epitopo de célula T presentado por complejos mayores de
histocompatibilidad de clase Il esta ubicado en las posiciones 24-35 de la molécula de Der p 2 madura.

Se inmunizaron dos grupos de ratones C57BL/6 (H-2b) o bien con Der p 2 nativo (SEQ ID7) o bien con Der p 2
nativo en el que se habia afadido un motivo de unién a CD1d (SEQ ID8), usando 50 ug de proteina en alumbre
inyectados por via subcutédnea 4 veces a intervalos de 10 dias. Se extrajo entonces sangre a los ratones y se
sometié a prueba la concentraciéon de anticuerpos anti-Der p 2 especificos mediante ELISA de unién directa. Se
observa que la concentracion de anticuerpos es 10 veces mayor en el grupo de ratones inmunizados con Der p 2 de
SEQ ID8.
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Ademas, se prepararon células T CD4+ a partir del bazo de cada ratdon de los 2 grupos, usando clasificacién con
perlas magnéticas. Se cultivaron tales células (10° células/pocillo) con células dendriticas preparadas a partir de
ratones CD1d KO singénicos. Tales células solamente pueden activar células T CD4+ restringidas a clase Il. Se
observa que las células obtenidas de ratones inmunizados con Der p 2 de SEQ ID8 proliferan con un indice de
estimulacién 4 veces mayor que las células obtenidas de ratones inmunizados con Der p 2 nativo (SEQ ID7).

Por tanto, se concluye que la presencia de un motivo de unién a CD1d aumenta la producciéon de anticuerpos
especificos y la proliferacion de células T CD4+ restringidas a clase Il.

Debe entenderse que los ejemplos proporcionados en el presente documento no son exhaustivos y que se prevén
combinaciones de proteinas o péptidos que contienen diversos numeros de sustituciones o deleciones de
aminoacidos para generar nuevos motivos de unién a CD1d o que contienen diversos nimeros de motivos de unién
a CD1d anadidos dentro del alcance de la presente invencion.

Listas de secuencias
SEQ ID1 ESAT-6 (micobacterias)

1 mteqgwnfag icaaasaiqg nvtsihslld egkgsltkla aawggsgsea yqgvqgkwda

61 tatelnnalq nlartiseag qamastegnv tgmfa

SEQ ID2 ESAT-6 mutado (mutaciones subrayadas)

1 mteqqwnfag ieaFasaiqF nvtsihslld egkgsltkla aawggsgsea yqgvqgkwda
61 tatelnnalq nlartiscag qamastegnv tgmfa

SEQ ID3 ovoalbumina (gallina)

1 mgsigaasme fcfdvfkelk vhhanenify cpiaimsala mvylgakdst rtqinkvvrf

61 dklpgfedsi eaqcgtsvnv hsslrdilng itkpndvysf slastlyaee rypilpeylq

121 cvkelyrggl epinfqtaad qarelinswv esqtngiirn vlgpssvdsq tamvlvnaiv

181 fkglwektfk dedtqampfr vteqeskpvq mmyqiglfrv asmasekmki lelpfasgtm
241 smlvllpdev sgleqlesii nfekltewts snvmeerkik vylprmkmee kynltsvima
301 mgitdvfsss anlsgissae slkisqavha ahaeineagr evvgsacagv daasvseefr

361 adhpflfcik hiatnavlff grevsp

SEQ ID4 ovoalbimina mutada (mutaciones subrayadas)

1 mgsigaasme fcfdvfkelk vFhanenify cpiaimsala mvylgakdst rtqinkvvrf

61 dklpgfadsi eagegtsvnv hsslrdilng itkpndvysf slasrlyace rypilpeylq

121 cvkelyrggl epinfqtaad garelinswv esqtngiirn vligpssvdsq tamvlvnaiv

181 tkglweFtfk dedtqampfr vteqeskpvq mmyqiglfrv asmasekmki lelpfasgtm
241 smlvllpdev sgleqlesii nfekltewts snvmeerkik vylprmkmee kynltsvima
301 mgitdvfsss anlsgissae slkisqavha ahacineagr evvgsacagv daasvseefr

361 adhpflfcik hiatnavlff grcvsp

SEQ ID5 hemaglutinina de influenza A (virus)

1 mkakllvllc alaatdadti cigyhannst dtvdtllekn vtvthsvnll edshngklck
61 lkgiaplqlg keniagwllg npecdsllpa rswsyivetp nsengacypg dfidyeelke
121 glssvssler feifpkessw pnhntkgvta scshggkssf ymllwltkt edsypklsns
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181 yvnnkgkevl vlwgvhhpss sdeqqslyhn vnayvsvvss nyngrftpei aarpkvimgh
241 grmnyywtll epgdtiifea tgnliapwya falsrgfgsg iitsnasmhe cntkeqtpqg
301 ainsslpfqn ihpvtigecp kyvrstklrm vtglmipsi qfrglfgaia gfieggwtgm

361 idgwygyhhq neqgsgyaad gkstqnaing itnkvnsvie kmntqftavs kefonlekrm
421 enlnkkvddg fldiwtynae llvllenert 1dthdlnvkn lyekvksqlk nnakeignge
481 fefyhkcdnk cmesvrngty dypkyseesk Inrekidgvk lesmgvyqil aiystvassl

541 vllvslgais fwmcsngslq crici

SEQ ID6 hemaglutinina mutada de influenza A (mutaciones subrayadas)

1 mkakllvllc alaatdadti cigyhannst dtvdtllekn vtvthsvnll edshngklck

61 lkgiaplqlg keniagwllg npecdslipa rswsyivetp nsengacypg dfidyeelke

121 glssvssler feifpkessw pnhntkgvta scshggkssf ymllwltkt edsypklsns

181 yvnnkgkevl vlwgvhhpss sdeqqslyhn vnayvsvvss nyngrftpei aarpkvngh

241 grmnyywtll epgdtiifea tgnliapwya falsrgfgsg iitsnasmhe cntkeqtpqg

301 ainsslpfqn ihpFtigecp kyvrstklrm vtglmipsi gfrglfgFia gfieggwtgm

361 idgwygyhhq neqgsgyaad gkstgnaing itnkvnsvie kmntgftavs kefanlekrm

421 enlnkkvddg fldiwtynae llvllenert 1dthdlnvFn lyekvksqlk nnakeigngc

481 fefyhkcdnk cmesvrngty dypkyseesk Inrekidgvk lesmgvyqil aiystvassl
5 541 vllvslgais fwmesngslq crici

SEQ ID7 alérgeno Der p 2 (Pyroglyphidae, Dermatophagoides pteronyssinus, acaro doméstico europeo)

1 dgvdvkdcan heikkvlvpg chgsepciih rgkpfgleav feangnskta kieikasidg
61 levdvpgidp nachymkepl vkgqqydiky twnvpkiapk senvvvtakv mgddgvlaca
121 iathakird*

10
SEQ ID8 alérgeno Der p 2 modificado (motivo de CD1d subrayado)
1 dgqvdvkdcan heikkvlvpg chgsepciih rgkpfqleav feangnskta kieikasidg
61 levdvpgidp nachymkepl vkgqqydiky twnvpkiapk senvvvtakv mgddgvlaca
121 iathakird FAALAAF
15
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ES 2689 141 T3

REIVINDICACIONES

Método para obtener un péptido o polipéptido inmunogénico que comprende una secuencia artificial que
puede activar linfocitos T citoliticos naturales, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) identificar un péptido o polipéptido que no active linfocitos T citoliticos naturales;

(b) introducir al menos un motivo de unién a CD1d que comprende [FWHY]-XoX3-[ILMV]-XsXs-[FWHY]
mediante adicion, sustitucién y/o delecion de aminoacidos en la secuencia natural de dicho péptido o
polipéptido, en la que Xz, X3, Xs, Xs representan cualquier aminodcido.

Método segun la reivindicacién 1, en el que dicho péptido o polipéptido que no activa linfocitos T citoliticos
naturales comprende al menos un supuesto motivo de unién a CD1d elegido de [FWHY]-R-[ILMV] y/o
[ILMV]-R-[FWHY] en los que R representa un aminodcido o una secuencia de aminoacidos.

Método segun la reivindicacion 2, en el que dicho al menos un supuesto motivo de uniéon a CD1d se elige
de la secuencia de aminoacidos [FWHY]-XoXs-[ILMV], [ILMV]-XoXs-[FWHY], [FWHY]-X2X3Xs-[ILMV], [ILMV]-
XoX3X4-[FWHY], [FWHY]-Xo-[ILMV], [ILMV]-X2-[FWHY] o cualquier combinacion de las mismas, en las que
X2,X3,X4 representan cualquier aminodcido.

Método segun las reivindicaciones 2 a 3, en el que dicho supuesto motivo de uniéon a CD1d se deriva de un
patégeno intracelular, un antigeno asociado a tumor, un antigeno procedente de un agente infeccioso o un
alérgeno, en el que dicho patdgeno intracelular es un virus de ADNmc, ADNbc y ARN, como ejemplos con
los virus Herpesviridae, Flaviviridae y Picornaviridae, influenza, de sarampion y de inmunodeficiencia, en el
que dichas bacterias y micobacterias son Mycobacterium tuberculosis, otras micobacterias patégenas para
seres humanos o animales, Yersiniosis, Brucella, Chlamydiae, Mycoplasma, Rickettsiae, Salmonellae y
Shigellae, los parasitos son Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, Toxoplasma gondii, Listeria,
Histoplasma, en el que dicho tumor es un oncogén, un protooncogén, una proteina derivada de virus, un
factor de supervivencia o un determinante clonotipico, en el que dicho agente infeccioso es un virus, una
bacteria o un parasito, en el que dicho alérgeno es un alérgeno de transmisién aérea, alérgeno por
contacto, alérgeno sistémico o alérgeno alimentario.

Péptido o polipéptido modificado que puede activar linfocitos T citoliticos naturales que puede obtenerse
mediante un método que comprende las etapas de

(a) identificar un péptido o polipéptido que no active linfocitos T citoliticos naturales;

(b) introducir al menos un motivo de union a CD1d mediante adicion, sustituciéon y/o delecién de
aminoacidos en la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, y en el que dicho motivo de unién a
CD1d comprende [FWHY]-X2Xs-[ILMV]-XsXe-[FWHY] representando Xz, X3, Xs, Xs cualquier aminoé&cido,

siendo dicho péptido o polipéptido modificado para su uso como medicamento para activar en un mamifero
linfocitos T citoliticos naturales, procediendo dicho péptido o polipéptido que no activa linfocitos T citoliticos
naturales de un patégeno intracelular, un antigeno asociado a tumor, un antigeno procedente de un agente
infeccioso o un alérgeno.

Secuencias de acido nucleico que pueden expresar un péptido o polipéptido modificado que puede activar
linfocitos T citoliticos naturales que puede obtenerse mediante un método que comprende las etapas de

(a) identificar un péptido o polipéptido que no active linfocitos T citoliticos naturales;

(b) introducir al menos un motivo de union a CD1d mediante adicion, sustitucion y/o delecion de
aminoacidos en la secuencia natural de dicho péptido o polipéptido, y en el que dicho motivo de unién a
CD1d comprende [FWHY]-X2Xs-[ILMV]-XsXe-[FWHY] representando Xz, X3, Xs, Xs cualquier aminoéacido,

procediendo dicho péptido o polipéptido que no activa linfocitos T citoliticos naturales de un patégeno
intracelular, un antigeno asociado a tumor, un antigeno procedente de un agente infeccioso o un alérgeno,

siendo dichas secuencias de &cido nucleico para su uso como medicamento para activar en un mamifero
linfocitos T citoliticos naturales.
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